Antimikrobielle Wirksamkeit von Rooibos (Aspalathus linearis) und Hopfen (Humulus lupulus) auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen by Kühnast, Karin
Aus dem Institut für Lebensmittelhygiene 
der Veterinärmedizinischen Fakultät 
der Universität Leipzig 
 
 
 
 
 
 
Antimikrobielle Wirksamkeit von Rooibos 
(Aspalathus linearis) und Hopfen (Humulus 
lupulus) auf lebensmittelrelevante 
Mikroorganismen 
 
 
 
 
Inaugural-Dissertation 
zur Erlangung des Grades eines 
Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.) 
durch die Veterinärmedizinische Fakultät 
der Universität Leipzig 
 
 
 
eingereicht von 
Karin Kühnast 
aus Bernburg 
 
Leipzig, 2015 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit Genehmigung der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
 
 
Dekan:  Prof. Dr. Manfred Coenen 
Betreuer: Prof. Dr. Peggy G. Braun 
 
Gutachter:  Prof. Dr. Peggy G. Braun, Institut für Lebensmittelhygiene, Universität Leipzig 
Univ.-Prof. Dr. Thomas Alter, Institut für Lebensmittelhygiene, 
Freie Universität Berlin 
 
 
Tag der Verteidigung: 14.04.2015 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
   Für meine Familie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 I 
 
Inhaltsverzeichnis 
 
1  Einleitung .................................................................................... 1 
2  Literatur ..................................................................................... 2 
2.1 Pflanzenextrakt ...........................................................................................................2 
2.1.1 Definition ..............................................................................................................2 
2.1.2 Einfluss der Pflanzenextrakte auf Produkteigenschaften ......................................2 
2.1.3 Rechtliche Aspekte zur Verwendung von Pflanzenextrakten ................................3 
2.1.4 Verwendung von Pflanzenextrakten als Konservierungsmittel: Alternativen und        
Grenzen ...............................................................................................................4 
2.2 Lebensmittelrelevante Mikroorganismen .....................................................................5 
2.2.1 Milchsäurebildner .................................................................................................5 
2.2.2 Verderbniserreger ................................................................................................6 
2.2.3 Pathogene Erreger ...............................................................................................6 
3  Ergebnisse .................................................................................. 8 
3.1 Publikation 1: Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von Pflanzenextrakten auf 
lebensmittelhygienisch relevante Mikroorganismen in In-vitro-Kultur,                       
Teil A: Rooibos ........................................................................................................................ .8 
3.2 Publikation 2: Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von Pflanzenextrakten auf 
lebensmittelhygienisch relevante Mikroorganismen in In-vitro-Kultur,                       
Teil B: Hopfen ......................................................................................................................... 16 
3.3 Publikation 3: Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von Pflanzenextrakten auf 
Listeria monocytogenes in Weichkäse ...................................................................... 24 
4  Diskussion ................................................................................. 32 
4.1 Extrakt aus fermentierten Rooibos (Aspalathus linearis) ........................................... 33 
4.1.1 Wirkung auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen in der In-vitro-Kultur .......... 33 
4.1.2 Wirkung auf L. monocytogenes im Lebensmittel am Beispiel Weichkäse ........... 36 
4.2 Extrakt aus Hopfen (Humulus lupulus) ...................................................................... 38 
4.2.1 Wirkung auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen in der In-vitro-Kultur .......... 38 
4.2.2 Wirkung auf L. monocytogenes im Lebensmittel am Beispiel Weichkäse ........... 41 
4.3 Fazit .......................................................................................................................... 42 
5  Zusammenfassung ........................................................................ 44 
6  Summary ................................................................................... 46 
7  Literaturverzeichnis ....................................................................... 48 
8  Danksagung ................................................................................ 59 
 II 
 
Abkürzungsverzeichnis 
 
%   Prozent 
§   Paragraph 
°C   Grad Celsius 
µg   Mikrogramm 
μmol   Mikromol 
aw   Wasseraktivität 
Aqua dest.  Aqua destillata 
B. linens  Brevibacterium linens 
B. megaterium Bacillus megaterium 
B. subtilis  Bacillus subtilis 
B. thermosphacta Brochothrix thermosphacta 
Bac.   Bacillus 
BfR   Bundesinstitut für Risikobewertung 
BVL   Bundesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 
C.   Carnobacterium 
CCILL   Culture Collection-Institut für Lebensmittelhygiene Leipzig 
cfu   colony-forming unit 
CH2Cl2   Dichlormethan 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
d   Tag 
E.   Escherichia coli 
EC   European Commission 
EG   Europäische Gemeinschaft 
GDCh   Gesellschaft Deutscher Chemiker 
gem. GmbH  gemeinnützige Gesellschaft mit beschränkter Haftung 
GKZ   Gesamtkeimzahl 
H/S   Hefen/Schimmelpilze 
HE   Extrakt aus Hopfen 
IU   International Unit 
IVV   Fraunhofer-Institut für Verfahrenstechnik und Verpackung 
KbE   Koloniebildende Einheit 
L. brevis  Lactobacillus brevis 
L. carnosum  Leuconostoc carnosum 
L. monocytogenes Listeria monocytogenes 
L. sakei  Lactobacillus sakei 
 III 
 
Lac.   Lactobacillus 
Lb.   Lactobacillus 
LFGB   Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch 
log   Logarithmus 
MeOH   Methanol 
MHD   Mindesthaltbarkeitsdatum 
MHK   minimale Hemmkonzentration 
MRI   Max-Rubner-Institut, Kulmbach 
MRS   Nähragar nach de Man, Rogosa, Sharpe 
MSB   Milchsäurebildner 
n. u.   nicht untersucht 
NaCl   Natriumchlorid 
p   Signifikanzwert 
P.   Pseudomonas 
PC   Plate-Count-Agar 
PE   Pflanzenextrakt 
PEF   Pulsierende Elektrische Felder 
pH   negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivität 
RE   Extrakt aus fermentiertem Rooibos 
RKI   Robert-Koch-Institut 
S.   Salmonella 
spp.   Spezies 
SPS   Sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe 
Tab.   Tabelle 
TSA   Sojapepton-Caseinpepton-Agar nach EP 
USDA   United States Department of Agriculture
 Einleitung 
__________________________________________________________________________ 
1 
 
1 Einleitung 
 
Das Kriterium Haltbarkeit ist zu einem bedeutenden Bestandteil der Qualitätsbewertung bei 
Lebensmitteln geworden und entscheidet über ökonomische Tragbarkeit und 
Verbraucherakzeptanz eines Produktes. Erzeugnisse mit einer längeren Mindesthaltbarkeit 
haben im Vergleich mit ansonsten gleichwertigen Lebensmitteln größere Marktchancen und 
deutlich breitere Gewinnspannen. Um auf die wachsenden Ansprüche an die 
Haltbarkeitsdauer zu reagieren, setzen sich vor allem in Japan, den USA und innerhalb der 
EU neben traditionellen Technologien langsam moderne Methoden wie beispielsweise 
nichtthermische Verfahren in Form von PEF (Pulsierende Elektrische Felder) für Getränke 
oder die Hochdruckbehandlung für Gemüseprodukte, Fleischwaren und Seafood durch. Im 
Handel sind daneben bereits aktive und intelligente Verpackungen für Getränke, 
Fertiggerichte, Fleisch- und Wurstwaren zur Vermeidung mikrobiellen Verderbs und zur 
Überwachung der Lebensmittelqualität (BRAUN 2003). 
Zudem fordern die Konsumenten verstärkt „minimally processed“ Produkte, wo weitgehend 
auf synthetische Zusatzstoffe und spezielle Behandlungsverfahren verzichtet wird, die aber 
gemessen an herkömmlich produzierten Lebensmitteln eine vergleichbare Sicherheit, 
Qualität und Haltbarkeit gewährleisten (BAUTISTA-BANOS et al. 2006). Dies öffnet den 
Markt für die sogenannten „grünen“ Konservierungsmethoden. Die sich ständig erweiternden 
Einsatzgebiete erfordern wissenschaftliche Grundlagenuntersuchungen. Ein Ansatz dieser 
Biopräservation ist neben antimikrobiell eingesetzten wirksamen Bacteriocinen 
beispielsweise die Verwendung pflanzlicher ätherischer Öle (BURT 2004; TRIPATHI und 
DUBEY 2004). 
Die vorliegende Dissertation verfolgt diesen Aspekt und fokussiert auf die Anwendung von 
Pflanzenextrakten in fermentierten Lebensmitteln am Beispiel Weichkäse nach Limburger 
Art. In dieser Arbeit sollen Daten zur antimikrobiellen Wirkung von Extrakten aus Rooibos 
(Aspalathus linearis) und Hopfen (Humulus lupulus) generiert werden. Hierzu werden 
folgende Fragestellungen untersucht: 
 
• Welchen Einfluss haben die Extrakte aus Rooibos und Hopfen auf 
lebensmittelrelevante Mikroorganismen (verderbnisauslösende und pathogene 
Erreger, Starterkulturen) unter In-vitro-Bedingungen? 
• Inwieweit sind feststellbare antimikrobielle Wirkungen beider Extrakte auf 
Lebensmittel am Beispiel Weichkäse übertragbar? 
• Ergeben sich herstellungsbedingte Probleme bzw. sensorische Beeinträchtigungen 
durch die Anwendung im Lebensmittel (Weichkäse)? 
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2 Literatur 
2.1 Pflanzenextrakt 
2.1.1 Definition 
 
Als Pflanzenextrakt (PE) wird ein Stoffgemisch bezeichnet, das durch die selektive 
Anreicherung charakteristischer Bestandteile von Pflanzen oder Pflanzenteilen in 
verarbeitetem oder unverarbeitetem Zustand unter Verwendung von Lösungsmitteln und 
gegebenenfalls unter Einbeziehung anderer Technologien gewonnen wird. Seit jeher wurden 
PE aufgrund ihrer pflegenden und heilenden Inhaltsstoffe überwiegend in Kosmetika (ANON. 
2013) und Phytopharmaka (AUGUSTIN und HOCH 2004) verwendet. Im Lebensmittel 
werden sie als geruchs- und geschmacksgebende Komponente, als ernährungs-
physiologischer Zusatz sowie als technologisch wirksamer Bestandteil, z. B. als Farbstoff 
oder Hopfen zur Stabilisierung des Bierbrauprozesses, eingesetzt (GDCh 2013). Der 
Jahresumsatz von PE wächst stetig. Für 2009 wurden 1321,0 USD für den US- und 
Europamarkt an Frucht- und Pflanzenextrakt bzw. -pulver prognostiziert (FEICK 2009). In 
einer weiteren Studie wurde ein Umsatz von 500 Mrd. USD im Jahr 2011 in der 
Lebensmittelindustrie (Nahrungsergänzungsmittel und Functional Food) angegeben (BART 
et al. 2012). 
Immer mehr primäre und sekundäre Bestandteile wie z. B. Phenole, Alkaloide, ätherische 
Öle werden isoliert, charakterisiert und standardisiert. Für die Lebensmittelindustrie sind vor 
allem die antimikrobiellen Inhaltsstoffe der Pflanzen, die sogenannten sekundären 
Pflanzeninhaltsstoffe (SPS), von Interesse. Diese werden als Antioxidantien von der Pflanze 
gebildet und dienen der Abwehr von Schädlingen durch ihre antivirale, antibakterielle und 
fungizide Wirkungsweise (GOULD und LISTER 2006). 
 
2.1.2 Einfluss der Pflanzenextrakte auf Produkteigenschaften 
 
Die antibakterielle Wirkung der PE scheint mit der Höhe der verwendeten Konzentration 
positiv zu korrelieren (SHEN et al. 2009). Dies könnte sich bei der Anwendung im 
Lebensmittel eher negativ auf die Produkteigenschaften auswirken, da sensorische 
Beeinträchtigungen provoziert werden, die vom Verbraucher möglicherweise nur bedingt 
toleriert werden bzw. einen Anlass zur rechtlichen Bemängelung bei Lebensmittelkontrollen 
nach sich ziehen könnten. Zeitgleich mit Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirkung eines 
PE in einer spezifischen Lebensmittelmatrix muss daher die sensorische Kompatibilität bzw. 
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Inkompatibilität bewertet werden. Wie DAVIDSON (2013) feststellte, ist Oregano-Öl keine 
gute Wahl als antimikrobieller Zusatz für Speiseeis oder Fruchtsaft, aber wahrscheinlich eine 
exzellente Wahl für Roastbeef. Laut einem Patent eignen sich die Hopfenderivate Humulon 
und Isohumulon als Aromazusatz für Lebensmittel und Getränke, da sie 
geschmacksverstärkend, aromatisierend und bakteriostatisch wirken sollen (KLÜSTERS und 
PAUL 1987). In der Getränkeindustrie verleiht Hopfen dem Bier Geschmack und Würze; 
zusätzlich stabilisiert er das Bier mikrobiologisch (HAAS und BARSOUMIAN 1994). 
Vermeidbar wären sensorische Beeinträchtigungen, wenn die wirksamen Bestandteile 
isoliert und aufkonzentriert werden könnten. Mögliche Methoden der „Umhüllung“ der 
Wirkstoffe mit verzögerter Freisetzung könnten die Verarbeitung während des 
Herstellungsprozesses der Lebensmittel vereinfachen. Die Wirkung könnte so über einen 
längeren Zeitraum gewährleistet werden. Liposomen haben sich als Vehikel für 
Pharmazeutika sowie eine Verkapselung und Stabilisierung von Nahrungsmittelbestandtei-
len, wie Vitamine, Enzyme und Farbstoffe, bewährt (TAYLOR et al. 2005). Besonders ein 
Einsatz im Produktsegment der fermentierten Lebensmittel wird mit der Verwendung 
höheren Konzentrationen an PE eher fraglich bzw. es besteht weiterer Forschungsbedarf, ob 
Starter- und Reifungskulturen nachteilig beeinflusst werden. 
 
2.1.3 Rechtliche Aspekte zur Verwendung von Pflanzenextrakten 
 
Eine Aufkonzentrierung der PE würde die bisher noch recht hohen Herstellungskosten der 
Extrakte senken. Gleichzeitig wäre eine Unabhängigkeit von den Erntequalitäten und 
Herstellungsrisiken gewährleistet (FEICK 2009). Beachtenswert ist, dass ab einer gewissen 
Dosis an wirksamer Substanz auch gesundheitsfördernde Effekte auf den menschlichen 
Organismus beobachtet werden könnten. Dann muss entschieden werden, ob es sich noch 
um einen Lebensmittelzusatz, um ein „Functional Food“ oder schon um ein Arzneimittel 
handelt. Diese Fragen wurden von der Lebensmittelchemischen Gesellschaft aufgegriffen, 
und im Sinne des Verbraucherschutzes sowie zur Rechtssicherheit der Hersteller von 
Pflanzenextrakten bzw. von mit diesen angereicherten Lebensmitteln, ein „Leitfaden zur 
Beurteilung von Pflanzenextrakten“ erarbeitet (GDCh 2005). Das Bundesministerium für 
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit erstellte eine Übersicht der Pflanzen, die für 
Lebensmittel zugelassen sind inklusive Entscheidungsbaum, ob es sich um ein Arzneimittel 
oder ein Lebensmittel handelt. Im Novel-Food-Katalog der europäischen Kommission 
werden solche Pflanzen bzw. deren Extrakte gelistet (BVL 2013; EC 2013). 
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2.1.4 Verwendung von Pflanzenextrakten als Konservierungsmittel: 
Alternativen und Grenzen 
 
Die phenolischen Inhaltsstoffe der PE können die chemischen Zusätze zur 
Haltbarkeitsverlängerung nicht vollkommen ersetzen (GADANG et al. 2008). Dies 
schlussfolgerten auch PRICE et al. (2013) in der Veröffentlichung zur Verlängerung der 
Haltbarkeit von Fertigmahlzeiten durch natürliche Extrakte aus Traubenkernöl und einem 
Grüntee-Extrakt im Vergleich zu Natriumascorbat. Die Extrakte haben ein Potential als 
natürliches Antioxidans. Zur Reduzierung des mikrobiellen Verderbs sollten sie aber nur in 
Verbindung mit anderen Konservierungsmitteln eingesetzt werden. 
Eine Kombination von PE mit Nisin (zugelassenes Bacteriocin für Käse) oder mit bewährten 
physikalischen Verfahren wie z.B. Wasserentzug, Hitze, Kälte aber auch mit neueren 
Möglichkeiten zur Haltbarmachung durch Hochdruck, PEF (Pulsed Electric Fields), Modified 
Atmosphere Packaging und Plasmatechnologie ist vorstellbar. Solche Kombinationseffekte 
könnten durch eine mögliche erhöhte Vorschädigung der Bakterienmembran auch zu einer 
Erweiterung des antibakteriellen Wirkspektrums der PE auf gramnegative Mikroorganismen 
führen. 
Alternativ werden immer mehr ätherische Öle hinsichtlich ihrer antimikrobielle Wirksamkeit 
auf lebensmittelassoziierte Mikroorganismen untersucht (SMITH-PALMER et al. 1998; BURT 
2004). Ähnlich wie bei den hier untersuchten PE ist die Veränderung der sensorischen 
Eigenschaften der Lebensmittel durch das Einbringen der Öle der limitierende Faktor, so 
dass eine Kombination mit anderen Konservierungsstoffen sinnvoll ist. 
Ein weiterer Trend zur Inaktivierung oder Kontrolle pathogener Mikroorganismen ist der 
gezielte Einsatz von Bakteriophagen. Sie bieten die Möglichkeit wirtsspezifisch 
unerwünschte Keime im Lebensmittel zu beseitigen, ohne die sensorischen Eigenschaften 
der Lebensmittel zu beeinträchtigen. Dem gegenüber stehen Bedenken, dass diese Viren 
mutieren, die eingesetzten Starterkulturen befallen und es somit zu erheblichen 
Qualitätsmängeln der Produkte bzw. bis zum gesamten Ausfall der Charge führen kann 
(HINRICHS 2008). Auch der Verbraucher könnte einem Lebensmittel, welches mit Phagen 
behandelt wurde, skeptisch gegenüber stehen. Pflanzenextrakte und ätherische Öle 
genießen dagegen beim Konsumenten ein gesundheitsförderndes Ansehen, da sie zumeist 
aus Pflanzen gewonnen werden, die als Arzneipflanze oder Gewürz bekannt sind. 
 
Der Mangel an Standards ist im Moment die größte Herausforderung für die breite 
Anwendung der PE in Lebensmitteln. Gewonnene Erkenntnisse lassen sich bisher nur 
bedingt vergleichen und die gleichmäßige Produktqualität, aber auch Produktsicherheit ist 
nicht gewährleistet, wie mehrere Autoren betonen (RIOS und RECIO 2005; FEICK 2009; 
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BART et al. 2012). Ein erster Schritt dazu erbrachten BEELDERS et al. (2012) mit der 
Validierung und erfolgreichen Anwendung einer optimierten Hochleistungs-
flüssigchromatographie mit Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD) zur quantitativen Analyse 
wässriger Aufgüsse unfermentierter und fermentierter Rooibostees in nur 37 Minuten. So 
konnten die phenolischen Hauptbestandteile des fermentierten Rooibos (PPAG, Aspalathin, 
Isoorientin, Orientin, Quercetin-3-O-robinobiosid) sowie erstmals eine quantitative Analyse 
von PPAG, Ferulasäure und Quercentin-3-O-robinobiosid in Rooibos eruiert werden. Ein C-
8-hexosyl-Derivat des Aspalathin sowie ein Luteolin-6-C-pentosid-8-C-hexosid wurden 
erstmals nachgewiesen. 
 
2.2 Lebensmittelrelevante Mikroorganismen 
 
Die Auswahl der Keimgruppen erfolgte nach ihrer Bedeutung im Lebensmittel und wird im 
Folgenden kurz dargestellt: 
 
Unter dem Begriff Milchsäurebildner (MSB) wurden Lactobacillus sakei (L. sakei) und 
Lactobacillus brevis (L. brevis) als Starter- und Reifungskulturen bzw. 
Leuconostoc carnosum (L. carnosum), Carnobacterium pesicula (C. pesicula) und 
Carnobacterium divergens (C. divergens) als verderbnisauslösende Mikroorganismen 
zusammengefasst. 
Als weitere Vertreter der Gruppe der Verderbniserreger in Lebensmitteln wurden Bacillus 
spp., Brochothrix thermosphacta (B. thermosphacta) und Pseudomonas fluorescens 
(P. fluorescens) getestet. 
Bei den mikrobiellen Erregern lebensmittelassoziierter Erkrankungen wurde sich auf zwei 
wichtige Keimgruppen (Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), Salmonella Enteritidis 
(S. Enteritidis)) beschränkt. 
 
2.2.1 Milchsäurebildner (L. sakei, L. brevis, L. carnosum, C. pesicula, 
C. divergens) 
 
Hierbei handelt es sich um eine heterogene Gruppe grampositiver, anaerober, aber 
aerotoleranter Mikroorganismen mit einer optimalen Wachstumstemperatur von 30 °C bis 
40 °C. Durch ihre Fähigkeit Laktat zu produzieren, werden sie gezielt als Starter- und 
Schutzkulturen für die Herstellung von fermentierten Erzeugnissen, wie Käse, Joghurt sowie 
Rohwurst eingesetzt (z. B. L. sakei und L. brevis), um diese in Aussehen, Haltbarkeit und 
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Geschmack zu verbessern. Andererseits gelten L. carnosum, C. pesicula und C. divergens 
als Verderbniserreger unter anderem in gekühlten Lebensmitteln wie Fleisch, Fisch und 
Fruchtsäften. Dabei entstehen vor allem sensorische Beeinträchtigungen oder Fehlgärungen 
(WEBER 2010). 
 
2.2.2 Verderbniserreger (B. subtilis, B. megaterium, B. thermosphacta, 
P. fluorescens) 
 
Unter der Gattung Bacillus werden grampositive, aerobe, thermoresistente Bakterien mit 
einem Vermehrungsoptimum bei 30 °C und der Fähigkeit zur Sporenbildung 
zusammengefasst. Unter 10 °C findet kein Wachstum statt. Sie finden sich vorrangig in 
Gewürzen und können nach dem Auskeimen Erweichungen in Fleisch und Konserven 
verursachen. B. subtilis führt als Verderbniserreger in Brot, Sahne und Käse zu Geruchs- 
und Geschmacksabweichungen in Form von bitter, fruchtig oder sauer (BAUMGART 2011). 
 
B. thermosphacta ist ein grampositives, nicht sporenbildendes, fakultativ anaerobes, 
psychrotrophes Bakterium und gilt als typischer Verderbniserreger von Fleisch- und 
Fleischprodukten durch Bildung unerwünschter flüchtiger Verbindungen wie Acetoin, Diacetyl 
(aerobe Wachstum) oder Milchsäure und Ethanol (anaerobes Wachstum) (KILCHER 2012). 
In Verpackung mit modifizierter Atmosphäre bzw. unter Vakuum kann diese Spezies zum 
dominierenden Keim werden (BRAUN u. SUTHERLAND 2004; ZHOU et al. 2009). 
 
P. fluorescens, ein gramnegatives, aerobes und psychrotrophes Bakterium, bildet 
hitzestabile Enzyme aus, die Pasteurisation und Ultrahocherhitzung überstehen und so in 
Milch und Molkereiprodukten zu Sensorikabweichungen, wie Proteolyse und Ranzigkeit, 
führen können. Darüber hinaus führt es zum Verderb von rohem Fleisch durch Bildung einer 
schmierigen Oberfläche und zur „Grünfäule“ von Eiern (EISENBRAND 2006). 
 
2.2.3 Pathogene Erreger (L. monocytogenes, S. Enteritidis) 
 
L. monocytogenes, als psychrotoleranter, säuretoleranter, fakultativ anaerober Mikro-
organismus, wird zumeist durch den Konsum kontaminierter gekühlter Lebensmittel wie 
Milchprodukte, Fisch, Fleisch, aber auch Obst und Gemüse übertragen. Im Jahr 2013 
wurden 467 Erkrankungsfälle beim Menschen an das Robert Koch-Institut übermittelt. Trotz 
dieser relativ geringen Fallzahlen handelt es sich um eine wichtige lebensmittelassoziierte 
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Krankheit mit schwerwiegenden klinischen Manifestationen und einer hohen Letalität (RKI 
2013). Besonders gefährdet sind z. B. Käsereien, in denen Rohmilchkäse oder geschmierter 
Käse produziert wird. Weichkäse bietet sehr gute Wachstumsbedingungen für Listerien. In 
der Vergangenheit war er ursächlich für Listerieninfektionen und stellte daher mehrmals 
einen Grund für Rückrufaktionen der Lebensmittelindustrie dar (BfR 2013). Die Übertragung 
erfolgt meist während der Herstellung durch mit L. monocytogenes verunreinigte Rohmilch 
bzw. Salzbäder oder das traditionelle Aufbringen der Reifungskulturen auf die 
Käseoberfläche, dem sogenannten „Alt-Jung Schmieren“. Außer der Pasteurisation der Milch 
zu Beginn der Produktion sind keine weiteren Dekontaminationen möglich, ohne den 
Herstellungsprozess der Käse grundlegend zu gefährden. Diese ubiquitär vorkommenden 
Keime können aufgrund der herstellungsbedingten längeren Lagerung bzw. geforderter 
langer Mindesthaltbarkeitsdaten in Käsereien zu schwerwiegenden Problemen führen. 
Trotz guter hygienischer Herstellungspraxis konnte in Europäischen Rotschmierekäse eine 
unverändert hohe Inzidenz an L. monocytogenes über mehrere Jahre festgestellt werden 
(RUDOLF 2001). 
 
2013 wurden dem Robert Koch-Institut 18926 Salmonellosen gemeldet (RKI 2014). Damit 
gehören die Salmonellen zu den wichtigsten Erregern von lebensmittelbedingten bakteriellen 
Krankheitsausbrüchen. Hauptübertragungswege sind rohe Eier und Geflügelfleisch, aber 
auch kontaminierter Rohmilchkäse kommt als möglicher Übertragungsweg in Betracht 
(ELLIS et al. 1998). Salmonella spp. gehören zu den gramnegativen, fakultativ anaeroben 
Bakteriengattungen. Sie vermehren sich bei 10 °C bis 50 °C und können schwere 
Durchfallerkrankungen bei den Betroffenen verursachen. Durch ausreichende Erhitzung 
(Temperaturen über 70 °C) werden sie vollständig abgetötet. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Publikation 1: Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von 
Pflanzenextrakten auf lebensmittelhygienisch relevante 
Mikroorganismen in In-vitro-Kultur, Teil A: Rooibos 
 
Publiziert in Journal of Food Safety and Food Quality 2013; 64:24-30.
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4 Diskussion 
 
Aus den Versuchen mit den Extrakten aus fermentierten Rooibos (RE) und Hopfen (HE) 
ergeben sich, bezogen auf die getesteten bakteriellen Spezies, folgende 
Diskussionsschwerpunkte: 
 
Erstmals liegen Erkenntnisse zur Wirkung eines RE in einer eingesetzten Konzentration von 
5 mg/ml und eines HE in der verwendeten Konzentration von 30 µg/ml auf die getesteten 
MSB (L. sakei, L. brevis, L. carnosum, C. pesicula, C. divergens), Bacillus spp. (B. subtilis, B. 
megaterium), B. thermosphacta, P. fluorescens, L. monocytogenes und S. Enteritidis unter 
In-vitro-Bedingungen, bei 10 °C und 25 °C über einen Lagerungszeitraum von 28 Tagen, vor. 
Diese Keimgruppen wurden einbezogen, um Aussagen für eine Auswahl von relevanten 
Starterkulturen, Verderbniserregern sowie einzelnen pathogenen Mikroorganismen treffen zu 
können. Einerseits sollen mögliche Einschränkungen im Herstellungsprozess (z. B. bei 
fermentierten Erzeugnissen) festgestellt werden, andererseits eine Zurückdrängung oder 
bestenfalls Inaktivierung gesundheitsgefährdender Keime sowie eine mögliche 
Haltbarkeitsverlängerung erreicht werden. 
 
Gleichzeitig wurden Daten zur Wirkung der Extrakte als antibakterieller Zusatz gegen 
L. monocytogenes direkt im Lebensmittel beispielhaft an Weichkäse nach Limburger Art 
während einer 28 -tägigen Reifungszeit generiert. 
 
Die Beeinflussung des Reifungsverlaufes und der sensorischen Eigenschaften eines solchen 
Weichkäses durch den RE bzw. HE wurden beschrieben. 
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4.1 Extrakt aus fermentierten Rooibos (Aspalathus linearis) 
4.1.1 Wirkung auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen in der In-vitro-
Kultur 
4.1.1.1  Milchsäurebildner (L. sakei, L. brevis, L. carnosum, C. pesicula, C. 
divergens) 
 
Die untersuchten MSB wurden nach Zugabe des RE bei einer Temperatur von 10 °C erst am 
Ende der 28-tägigen Lagerung in ihrem Wachstum gehemmt. Bei 25 °C wurden diese 
Mikroorganismen nur während der lag-Phase beeinträchtigt. Ein statistisch signifikanter 
Unterschied zur Kontrollgruppe konnte jedoch in beiden Studien nicht nachgewiesen werden. 
Der geringgradige Anstieg der MSB bei der Lagerungstemperatur von 10 °C, auch in der 
Kontrollgruppe, lässt sich vermutlich auf die verlangsamte Teilungsintensität der 
thermophilen MSB generell zurückführen. Auch ALMAJANO et al. (2008) konnten in 
Versuchen über 8, 24 und 48 Stunden mit einem wasserextrahierten Rooibos auf 
L. acidophilus bei 30 °C keine antibakterielle Wirkung darstellen. Die Ergebnisse zeigen, 
dass der Einfluss von Pflanzenextrakten über einen längeren Lagerungszeitraum getestet 
werden muss, da nach 24 oder 48 Stunden oft nur temporäre Effekte identifizierbar sind. 
Die nur kurzzeitige bzw. relativ geringgradige bakteriostatische Wirkung auf Starter- bzw. 
Reifungskulturen in den In-vitro-Versuchen lässt daher eine Verwendung des getesteten RE 
in fermentierten Lebensmitteln zu. 
Einschränkend ist allerdings zu bewerten, dass der RE das Wachstum der getesteten 
Verderbniserreger (L. carnosum, C. pesicula, C. divergens) dieser Gruppe ebenfalls nicht 
hemmen konnte, was einen Zusatz eher fraglich erscheinen lässt. 
Zur endgültigen Klärung müssten Einzeluntersuchungen der gepoolt beprobten MSB 
durchgeführt werden. 
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4.1.1.2  Verderbniserreger (Bacillus spp., Brochothrix spp., P. fluorescens) 
 
Nur in den ersten 24 Stunden nach Zusatz des RE zu den Brochothrix spp. und 
P. fluorescens-enthaltenden Nährbouillons konnte sowohl bei 10 °C als auch bei 25 °C ein 
Absinken der Mikroorganismenzahl beobachtet werden, welche jedoch nicht signifikant war. 
Das Wachstum der Bacillus spp. ließ sich nur bei 25 °C in den ersten 24 Stunden durch den 
RE inhibieren. Im weiteren Verlauf der Lagerung waren keine antibakteriellen Effekte mehr 
zu verifizieren. ALMAJANO (2008) konnte ebenfalls bei einem B. cereus-Stamm eine 
Wirkung nur in den ersten 48 Stunden bei 30 °C darstellen. Auch SCHEPERS (2001) wies 
einen Einfluss eines fermentierten Rooibos auf B. cereus nur in den ersten 12 bis 18 
Stunden nach. Die Ergebnisse der In-vitro-Versuche geben einen ersten Hinweis darauf, 
dass eine Beeinflussung dieser Verderbniserreger durch den getesteten RE ein 
Zurückdrängen unerwünschter Flora fraglich erscheinen lässt. Eine damit verbundene 
mögliche Verlängerung der Lagerfähigkeit von Lebensmitteln bei Kühlschrank- oder 
Raumtemperaturen ist eher unwahrscheinlich. 
Eine eventuelle Erklärung für die kurzzeitige Wirkung des RE ist der Temperatureinfluss auf 
die Teilungsintensität der Bakterien im Zusammenhang mit den wirksamen Bestandteilen 
des Rooibos. Die Teilungsrate der Mikroorganismen beschleunigt sich bei höheren 
Temperaturen. Gleichzeitig erhöht sich die Wirkstoffkonzentration, da die Löslichkeit der 
Flavonoide mit ansteigenden Temperaturen zunimmt (TOMMASINI et al. 2004). Die Wirkung 
der Flavonoide beruht auf einer Komplexbildung mit den Zellwandbestandteilen der 
Mikroorganismen. Dadurch kommt es vorrangig bei grampositiven Keimen zu einer 
möglichen Schädigung der Bakterienzellwand und einer Beeinflussung in der lag-Phase zu 
Beginn der Lagerungsversuche. Daher sind die wirksamen Bestandteile dieses RE als 
bakteriostatisch einzuordnen, da sie das Wachstum der Verderbniserreger nur während der 
Anpassungsphase hemmen konnten, wie schon von SCHEPERS (2001) dargestellt. 
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4.1.1.3  Pathogene Erreger (L. monocytogenes, S. Enteritidis) 
 
Der getestete L. monocytogenes-Stamm reagierte innerhalb der ersten 24 Stunden der 
Lagerung bei 10 °C mit einer Wachstumsverzögerung und erwies sich somit als sensitiv auf 
den RE, was die Ergebnisse von SCHEPERS (2001) und SANDASI (2010) bestätigt. Die 
statistisch signifikante Wirkung mit Keimzahlunterschieden zur Kontrolle von 4 bis 5 log-
Stufen blieb über 14 Tagen nachweisbar. Bei 25 °C war hingegen keine Wirkung des RE auf 
L. monocytogenes nachweisbar. Bei lange haltbaren Lebensmitteln stellt der RE allein 
aufgrund der Ergebnisse dieser In-vitro-Versuche daher keine sichere antilisterielle Option 
dar. Im Zusammenspiel mit guter Herstellungshygiene und Weiterverarbeitung besteht bei 
gekühlten Lebensmitteln mit kurzen Verbrauchsfristen von circa einer Woche ein mögliches 
Einsatzgebiet. Weiterführende Untersuchungen in der zur Verwendung bestimmten 
Lebensmittelmatrix sind unabdingbar, um auch mögliche synergistische bzw. antagonistische 
Effekte durch das Produkt und dessen spezifische herstellungsrelevante Mikroorganismen 
beurteilen zu können. Damit könnten sich weitere Anwendungsmöglichkeiten des RE in 
Verbindung mit den produkttypischen Starter- bzw. Reifungskulturen als antilisterielles 
Agens, z. B. in Käse, eröffnen. 
 
Die nahezu identischen Wachstumsverläufe von S. Enteritidis in Nährbouillon mit und ohne 
Zugabe des RE, sowohl bei 10 °C als auch bei 25 °C ohne einen statistisch signifikanten 
Unterschied, belegen dessen Wirkungslosigkeit. In der Literatur sind bisher keine 
entsprechenden Untersuchungen veröffentlicht, so dass keine vergleichbaren Daten 
vorliegen. Ein Einsatz des RE als wirksame Substanz zur Hemmung von S. Enteritidis im 
Lebensmittel ist aufgrund dieser Daten nicht anzustreben. 
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4.1.2 Wirkung auf L. monocytogenes im Lebensmittel am Beispiel 
Weichkäse 
 
Um die Ergebnisse der In-vitro-Versuche in der Lebensmittelmatrix zu überprüfen, wurde der 
RE auf Weichkäse nach Limburger Art gegen L. monocytogenes beispielhaft getestet. 
 
Durch die Zugabe des RE konnte, im Gegensatz zu den Ergebnissen der In-vitro-Versuche, 
im behandelten Weichkäse kein antilisterieller Effekt dargestellt werden. Ursächlich dafür ist 
wahrscheinlich die Matrix, die möglicherweise die Komplexbildung der flavonoiden 
Bestandteile des RE mit der Bakterienzellwand behindert. 
Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu berücksichtigen, dass Weichkäse ein komplexes 
Lebensmittelsystem ist. Durch den relativ hohen pH- und aw-Wert sowie die Anwesenheit von 
Proteinen und Fett wird die Aktivität natürlicher Antibiotika reduziert (DAVIDSON et al. 2013). 
In Studien von MENDOZA-YEPES (1997) zur Hemmung von L. monocytogenes mit einer 
Mischung ätherischer Öle aus Rosmarin, Citrus und Salbei konnten eine minimale 
Hemmkonzentration von 40 mg/l im Nährmedium ermittelt werden. Zur Hemmung der 
Listerien in Queso Fresco-Käse waren 2500 mg/l nötig. 
Eine Verwendung in dieser Produktgruppe ist aufgrund des fehlenden antilisteriellen Effekts 
daher nicht sinnvoll. 
 
Hervorzuheben ist, dass aufgrund des Reifungsverlaufes die Starterkulturen, mit Ausnahme 
der Rotschmierekultur (Brevibacterium linens (B. linens)), nicht beeinträchtigt wurden. Die 
charakteristische orangerote Rindenfärbung des „Limburger Käse“ konnte als 
Reifungsmerkmal nicht herangezogen werden, aber der typische Eigengeruch des Käses. 
Allerdings war auch auf den Kontrollkäsen kein Wachstum von B. linens mit entsprechender 
orangeroter Färbung darstellbar. Wahrscheinlich ist hier weniger von einer antibakteriellen 
Wirkung der Pflanzenextrakte als von Problemen einer vollständigen Etablierung der 
Oberflächenreifungskultur unter Laborbedingungen auszugehen. 
 
Die intensive orangerote Eigenfarbe des RE verteilte sich von der Rinde ausgehend bis in 
den Teig des Weichkäses. In den Käsereien könnte es eventuell als pflanzliche Alternative 
zur Rindenfärbung eingesetzt werden. Während der Käsereifung kommt es durch 
Entwicklung der Mikroflora zur Bildung der typischen sorteneigenen Rindenfarbe, bedingt 
beim Rotschmierkäse überwiegend durch B. linens, zum Teil wird aber auch Paprikaextrakt 
als Farbstoff zugesetzt (GOLDSTEIG Käsereien 2014). Diese Abweichung von der 
 Diskussion 
__________________________________________________________________________ 
37 
 
allgemeinen Verkehrsauffassung würde der Verbraucher, aufgrund der positiven 
Assoziationen zum „gesundheitsfördernden“ Rooibostee, gegebenenfalls tolerieren. 
Der süßliche rooiboseigene Geruch des Extraktes, der den typischen aromatisch-strengen 
Eigengeruch des Weichkäses überdeckt, entspricht eventuell weniger den 
Verbrauchererwartungen. Es bieten sich aber gegebenenfalls Möglichkeiten zur Kreierung 
neuartiger Lifestyle-Produkte zur Akquise neuer Kundschaft, die Weichkäse mit süßlich-
milden Geruch vorziehen würden. 
 
Der in dieser Arbeit verwendete RE ist als Zusatz, in der verwendeten Konzentration von 
5 mg/ml, aufgrund der fehlenden antibakteriellen Wirkung auf die getesteten 
verderbniserregenden und pathogenen Mikroorganismen, zur Verlängerung der Haltbarkeit 
von Nahrungsmitteln nicht geeignet. Im Produktsegment der fermentierten Lebensmittel ist 
eine Anwendung auf Basis der erhobenen Daten dieser Dissertation auch angesichts der 
sensorischen Beeinträchtigungen schwer vorstellbar. 
 
Ein Beispiel für eine Verwendung von Extrakten aus Rooibos ist hingegen der Zusatz als 
antioxidatives Agens in Fruchtsäften und Eistee, wie dieser heute schon vermarktet wird. Der 
an Honig erinnernde Geruch und die orangerote Farbe des Extraktes unterstützen die 
sensorischen Eigenschaften der Getränke. Die flüssige Textur führt zu einer guten 
Durchmischung, so dass sich das Potenzial des Rooibosextraktes und die damit 
verbundenen Wirkungen besser entfalten können. 
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4.2 Extrakt aus Hopfen (Humulus lupulus) 
4.2.1 Wirkung auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen in der In-vitro-
Kultur 
4.2.1.1  Milchsäurebildner (L. sakei, L. brevis, L. carnosum, C. pesicula, C. 
divergens) 
 
Die MSB wurden durch den HE bei beiden Lagerungstemperaturen in ihrem Wachstum im 
Vergleich zur Kontrollbouillon um bis zu 5 log-Stufen gehemmt. Dabei erwies sich der HE bei 
10 °C sogar als bakterizid, da auch nach wiederholter Anreicherung kein Wachstum der 
Milchsäurespezies aus der beimpften Nährbouillon mit Hopfenzusatz darstellbar war. Es ist 
anzunehmen, dass die geringe Lagertemperatur und die auf pH-Wert 6,2 eingestellte MRS-
Bouillon die Wirkung der Hopfensäuren unterstützt haben. Den Zusammenhang zwischen 
pH-Wert, dissoziierter Form der Hopfensäuren und antimikrobieller Aktivität formulierte auch 
SIMPSON (1993). Bemerkenswert ist, dass sich die Wirkung dieses HE über den gesamten 
Lagerungszeitraum verstärkt. Im Gegensatz dazu wurden bei SAKAMOTO und KONINGS 
(2003) Resistenzen gegenüber den Hopfenbestandteilen eruiert. Die gewonnenen 
Erkenntnisse zur Wirkungsweise des HE auf Starterkulturen in den In-vitro-Versuchen lassen 
eine Anwendung in fermentierten Erzeugnissen vorerst fraglich erscheinen. Allerdings 
werden Starterkulturen in Konzentrationen höher als 106 KbE pro Gramm einem 
Lebensmittel zugesetzt (HOLZAPFEL 2004). Dies übertrifft die eingesetzte 
Ausgangskeimzahl der MSB im Nährmedium mit 100 bis 1000 KbE pro Milliliter um das 
1000- bis 10000- fache. Potentielle Verderbniserreger dieser Gruppe sind in der hier 
eingesetzten Zahl im Lebensmittel zu erwarten. Daher ist anzunehmen, dass durch die 
Wirkung der Hopfenextraktbestandteile das Wachstum der Verderbniserreger unterdrückt 
werden könnte und damit eine längere Haltbarkeit des Lebensmittels gewährleistet wäre. Bei 
weiteren Untersuchungen müsste dies direkt in der jeweiligen Lebensmittelmatrix evaluiert 
werden. 
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4.2.1.2  Verderbniserreger (Bacillus spp., Brochothrix spp., P. fluorescens) 
 
Der HE zeigte insbesondere bei der hohen Lagerungstemperatur von 25 °C einen starken 
wachstumshemmenden Effekt auf die Bacillus spp.. Bei 10 °C muss von einer zweifelhaften 
Wirkung ausgegangen werden kann, da mit und ohne Hopfenextrakt Reduktionen bis unter 
die Nachweisgrenze feststellbar waren. Eine mögliche sporizide Eigenschaft des Extraktes 
wurde im Rahmen dieser Untersuchungen nicht evaluiert. Aufgrund der Wirkungsweise der 
Hopfenbestandteile, die als mobile Carrier-Ionophoren fungieren und so als 
Protonengradienten die aktiven Transportvorgänge unterbinden (SHIMWELL 1937; 
SIMPSON 1993), ist dies aber eher unwahrscheinlich. Als Zusatz in Gewürzmischungen als 
antibakterielles Agens, um nach einem möglichen Auskeimen der Bacillus spp. ein 
Erweichen des Konserveninhaltes zu verhindern und somit Verderbnisprozesse zu 
unterbinden, könnte der HE als potentielle Option diskutiert werden. 
 
Bei B. thermosphacta war bei 10 °C während des Lagerungszeitraumes eine bakterizide 
Wirkung statistisch (p < 0,05) nachweisbar. Bei 25 °C wurde nach dem Hopfenzusatz eine 
verzögerte lag-Phase festgestellt. Bis zum Ende der Lagerungsversuche war dennoch keine 
vollständige Inaktivierung der Brochothrix spp. darstellbar, obwohl die starke Reduzierung 
der Keime am Tag 28 eine bakterizide Wirkung vermuten lässt. Der Verderb von Fleisch 
durch B. thermosphacta könnte durch die Zugabe des Hopfenextraktes bei entsprechender 
Kühlung möglicherweise verzögert oder sogar vollständig gehemmt werden. In den USA sind 
Hopfensäuren als antimikrobielles Agens für gekochtes Fleisch und als antimikrobieller 
Verpackungszusatz für Fleischprodukte bereits zugelassen (USDA 2012). Auch hier müssen 
die Ergebnisse in der jeweiligen Lebensmittelmatrix validiert werden. 
 
Der HE hatte keine Wirkung auf den getesteten P. fluorescens-Stamm, daher kann auch von 
einer fehlenden verderbniseinschränkenden Wirkung für diese Spezies im Lebensmittel 
ausgegangen werden. GIARRATANA et al. (2013) dokumentierten in ihrer Arbeit, dass auch 
die Zugabe große Mengen (0,05 %) ätherischer Öle aus Rosmarin und Thymian keine 
signifikante Auswirkung auf das mikrobielle Wachstum von Pseudomonas spp. 
Enterobacteriaceae und Milchsäurebakterien in italienischer Mortadella hatten. 
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4.2.1.3  Pathogene Erreger (L. monocytogenes, S. Enteritidis) 
 
Die inhibierende Wirkung des HE auf L. monocytogenes war bei einer Lagerungstemperatur 
von 10 °C ausgeprägter als bei 25 °C. Bei beiden Temperaturen wurde eine verlängerte lag-
Phase nach Hopfenzugabe beobachtet. Bei 10 °C verlief das Bakterienwachstum allerdings 
während des gesamten Lagerungszeitraumes signifikant verlangsamt. In der Kontrollbouillon 
ohne HE erreichte der Teststamm zum Lagerungsende Werte über 108 KbE/ml, während mit 
HE-zusatz 106 KbE/ml nachgewiesen wurden. Hier kann, wie auch von SHEN (2008) 
beschrieben, eine bakteriostatische Wirkung des HE angenommen werden. Es wird ein 
Effekt der Temperatur auf den Lipidgehalt der Zellmembran vermutet (LARSON et al. 1996). 
Bei 25 °C verliert sich die antimikrobielle Aktivität ab Tag 14. Mehrere Autoren diskutieren 
eine wachsende Resistenzbildung gegen die wirksamen Bestandteile des Hopfenextraktes, 
vor allem bei längerer Inkubation durch Adaptation und Mutation der Listerienstämme. Diese 
führen durch Veränderungen in der Zellmembran und bei Transportvorgängen zu einem 
erhöhten Ausschleusen der Hopfensäuren aus der resistenten Zelle (FERNANDEZ und 
SIMPSON 1993; HAAS und BARSOUMIAN 1994; LARSON et al. 1996). Die in dieser 
Dissertation gewonnenen Ergebnisse zum Extrakt aus Hopfen bestätigen frühere 
Veröffentlichungen, dass die antibakterielle Wirkung vor allem gegen grampositive 
Mikroorganismen gerichtet ist, während bei Gramnegativen keine Beeinflussung des 
Wachstums nachweisbar war oder nur bei sehr hohen Konzentrationen der Hopfensäuren 
(VAN CLEEMPUT et al. 2009). Dass die Wirkung der Hopfensäuren durch eine niedrige 
Temperatur (10 °C) und einen erniedrigten pH-Wert (< 6,5) erhöht wird, konnte auch anhand 
der Ergebnisse an lebensmittelhygienisch relevanten grampositiven Mikroorganismen in In-
vitro-Kultur dargestellt werden. 
Wegen der eng gesetzten Grenzwerte (100 KbE pro Gramm am Ende des MHD in 
Lebensmittel, die das Wachstum nicht begünstigen) in Verordnung (EG) 2073/2005 in Bezug 
auf L. monocytogenes wäre die Verwendung des Hopfenextraktes als alleiniges 
antilisterielles Agens angesichts dieser Ergebnisse aufgrund des möglichen 
Gesundheitsrisikos schwer vertretbar.  
 
Auf den S. Enteritidis-Stamm hatte der getestete Extrakt keinen Einfluss, so dass eine 
Anwendung zur Hemmung von Salmonella spp. in Lebensmitten ausgeschlossen werden 
kann. 
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4.2.2 Wirkung auf L. monocytogenes im Lebensmittel am Beispiel 
Weichkäse 
 
Die antibakterielle Wirkung des HE in der Nährbouillon wurde exemplarisch im Lebensmittel 
Weichkäse nach Limburger Art gegen L. monocytogenes überprüft. 
 
Das direkte und wiederholte Aufbringen des HE in einer Konzentration von 30 µg/g auf die 
Weichkäseoberfläche führte zu einer statistisch signifikanten antilisteriellen Wirkung. Die 
Ausbildung der natürlichen Mikroflora auf der Käseoberfläche wurde nicht grundlegend 
beeinflusst, obwohl es zu einer leichten Verzögerung der Deacidifizierung der 
Weichkäseoberfläche infolge des HE kam. Bis zum Ende der Reifung wurden die pH-
Zielwerte von > 6 nicht erreicht. Trotzdem wurden weder das Hefenwachstum noch die 
Weiterbesiedelung der Schmierebakterien negativ beeinflusst. Durch den leicht sauren pH-
Wert wurden wahrscheinlich die antilisteriellen Wirkkomponenten unterstützt. 
 
Nach Zugabe des HE direkt zur Käseschmiere war weder eine Wirkung auf den getesteten 
L. monocytogenes-Stamm noch auf die Starterkulturen darstellbar. Der fehlende Effekt auf 
den L. monocytogenes-Teststamm lässt sich am ehesten mit einem Verdünnungseffekt 
erklären. Ein Ausgleich mit höheren Konzentrationen direkt in der Schmiere ist angesichts 
der nachgewiesenen antimikrobiellen Wirkung auf MSB in den In-vitro-Studien aber eher 
fraglich. Auch im Hinblick auf die negative Beeinflussung der sensorischen Eigenschaften ist 
eine Konzentrationserhöhung eher weniger sinnvoll. 
 
Durch das wiederholte direkte Aufbringen des HE auf die Oberfläche des Käses fand zwar 
keine Farbveränderung, allerdings eine leichte Beeinträchtigung des Geruches, statt. Der 
bittere Eigengeruch des HE war trotz des typischen Weichkäsegeruches wahrnehmbar. Dies 
ist für den Verbraucher möglicherweise nicht tolerierbar, da es auch mit einer Minderung der 
Produktqualität und möglichem Verderb assoziiert werden könnte. Daher wäre ein 
„Kaschieren“ des Bittergeruchs durch Hilfsstoffe zu diskutieren, da auch in der 
pharmazeutisch-technischen Industrie Maßnahmen wie lipophile Vehikel, 
Viskositätserhöhung oder die Bildung von Suspensionen zur sensorischen Optimierung 
immer mehr Bedeutung zugemessen wird (BREITKREUTZ 2008). Eine Möglichkeit wäre der 
Einsatz von Nanopartikeln zur Geruchsneutralisierung. Allerdings ist die Verwendung von 
Nanopartikeln in Lebensmitteln zu wenig erforscht, um mögliche Risiken auf den 
menschlichen Organismus einschätzen zu können. 
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Der HE bietet, in der eingesetzten Konzentration von 30 µg/ml, mit seiner nachweislich guten 
Hemmwirkung auf L. monocytogenes direkt im Käse und den geringen olfaktorischen 
Produktabweichungen vielversprechender Ansätze für weitere Untersuchungen in 
Lebensmitteln generell. Möglicherweise ist eine äußerliche Applikation des HE nach 
Beendigung der Herstellung eine praktikable Lösung. Die Starter- und Schutzkulturen 
werden so nicht beeinträchtigt und dieser Arbeitsschritt ließe sich leicht in den 
Herstellungsprozess integrieren. Vielversprechende Ansätze sind oberflächliche 
Applikationsversuche (Besprühen, Benebeln, Tauchen) mit Hopfensäuren auf Lebensmittel. 
Hier konnten bei Challengeversuchen mit frischen Erdbeeren, Tiefkühlpizza und Frischfleisch 
eine Reduzierung der Listerien-Gesamtkeimzahl von 1 log-Stufe nachgewiesen werden, 
ohne dass es zu sensorischen Beeinträchtigungen durch den HE kam (IVV 2013). 
 
Bei gekochtem Fleisch werden Hopfensäuren als antimikrobieller Zusatz in den USA schon 
verwendet. Geeignete Lebensmittel für den Einsatz des Extraktes aus Hopfen wären z. B. 
auch Salate und Marinaden. Sie lassen sich leicht vermengen und überdecken den 
Eigengeschmack des HE. Dass der kräftig-würzige Geschmack des Hopfens, z. B. als 
Zusatz zu Schokolade, Haselnusscreme und Senf von einer bestimmten Verbraucherschicht 
akzeptiert wird, zeigt das Deutsche Hopfenmuseum Wolnzach (2014), wo diese Produkte 
schon angeboten werden. 
 
4.3 Fazit 
 
Die inhibierende Wirkung beider Extrakte richtete sich unter den verwendeten In-vitro-
Bedingungen primär gegen grampositive Mikroorganismen, während die gramnegativen 
Teststämme kaum (P. fluorescens) bzw. nicht (S. Enteritidis) beeinflusst wurden. 
Hervorzuheben ist die Inhibierung des getesteten L. monocytogenes-Stammes durch den RE 
in einer Konzentration von 5 mg/ml. Der HE (Konzentration 30 µg/ml) zeigte einen 
antibakteriellen Effekt auf MSB, Bacillus spp., Brochothrix spp. und L. monocytogenes. 
 
Bei der Validierung der Ergebnisse auf L. monocytogenes im Käse nach Limburger Art 
wurde deutlich, dass eine Übertragung der Resultate der In-vitro-Studien auf Bedingungen 
direkt im Lebensmittel ohne Weiteres nicht möglich ist. Der RE zeigte keinen antilisteriellen 
Effekt im Lebensmittelmilieu. Das Einmischen des HE in die Käseschmiere und 
anschließende Aufbringen auf die Käse hatte keine antibakterielle Wirkung gegen den 
getesteten L.-monocytogenes-Stamm, während das direkte Auftragen des HE auf die 
Käseoberfläche die antilisteriellen Ergebnisse der In-vitro-Versuche bestätigte. 
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Hinweisend ist anzumerken, dass die in dieser Arbeit analysierten MSB in den 
durchgeführten Versuchen als gepoolte Gruppe aus Starterkulturen und Verderbniserregern 
gemeinsam untersucht wurden. Um eine endgültige Aussage über eine mögliche 
antibakterielle Wirkung beider Pflanzenextrakte auf die Mikroorganismen im Einzelnen 
treffen zu können, wäre eine einsatzbezogene Einzelbestimmung empfehlenswert. 
 
Eine mögliche Anwendung der getesteten RE bzw. HE als antimikrobieller 
Lebensmittelzusatz erscheint erst nach entsprechender Überprüfung im jeweiligen 
Einzelprodukt möglich. 
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Lebensmittel müssen heutzutage schmackhaft und gesund sein und eine lange Haltbarkeit 
aufweisen. Gleichzeitig tendiert der Konsument zu möglichst unbehandelten 
Nahrungsmitteln, bei denen auf künstliche Konservierungsstoffe verzichtet wurde. 
Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit beinhaltet darzulegen, inwieweit die 
Pflanzenextrakte aus fermentierten Rooibos (Aspalathus linearis) und Hopfen (Humulus 
lupulus) eine antimikrobielle Wirkung auf lebensmittelrelevante Mikroorganismen in In-vitro-
Kultur haben. In sich anschließenden Challengeversuchen wurde evaluiert, ob sich die 
antimikrobiellen Effekte beider Pflanzenextrakte gegen Listeria monocytogenes auf 
Lebensmittel am Beispiel Weichkäse nach Limburger Art übertragen lassen. 
Material und Methoden: Milchsäurebildner (Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., 
Leuconostoc carnosum), Verderbniserreger (Bacillus spp., Brochothrix spp., Pseudomonas 
fluorescens) und pathogene Mikroorganismen (Listeria monocytogenes, 
Salmonella Enteritidis) wurden in Nährbouillon untersucht. Die Ausgangskeimzahl betrug 
102–103 KbE/ml. Der Rooibosextrakt wurde in einer Konzentration von 5 mg/ml zugesetzt, 
der Hopfenextrakt in einer Konzentration von 30 µg/ml. Die Probennahme erfolgte vor 
Zugabe des Extraktes sowie am Tag 1, 7, 14, 21 und 28 nach dessen Zugabe über einen 
Lagerungszeitraum von 28 Tagen bei Temperaturen von 10 °C und 25 °C. Zur statistischen 
Absicherung wurden die Versuche fünfmal wiederholt. 
Der in den In-vitro-Versuchen nachweisbare antimikrobielle Effekt der Pflanzenextrakte auf 
L. monocytogenes wurde auf Weichkäse Limburger Art während einer 24-tägigen Reifung 
evaluiert. Die in Höhe von 102 - 103 Listeria/g Käse künstlich kontaminierte Oberfläche wurde 
beginnend am Tag nach dem Salzbad und dann täglich mit hopfenextrakthaltiger (30 µg/ml 
Schmierelösung bzw. 30 µg/g Käse) oder rooibosextrakthaltigen Lösung (0,5 g/100 g Käse) 
bestrichen bzw. geschmiert. Die Probennahmen erfolgten am Tag 1, 2, 3, 7, 10, 17 und 24, 
um die Listeria-Zahl zu bestimmen. Zusätzlich wurde der Einfluss der Pflanzenextrakte auf 
den pH-Wert, den Reifungsverlauf sowie die sensorischen Eigenschaften der Käse geprüft. 
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Die Challengeversuche wurden 3 x bzw. 5 x wiederholt und dafür jeweils 15 Weichkäse 
hergestellt. 
Ergebnisse: Eine statistisch abgesicherte bakteriostatische Wirkung des Rooibosextraktes 
auf L. monocytogenes war bei einer Lagerungstemperatur von 10 °C in den ersten 14 Tagen 
nachweisbar, bei 25 °C konnte kein Effekt auf L. monocytogenes gezeigt werden. Die 
untersuchten Milchsäurebildner erwiesen sich bei 10 °C ab der ersten Lagerungswoche als 
sensibel auf diesen Extrakt. Die kurzfristig beobachtete Reduzierung der Verderbniserreger 
nach Zugabe des Rooibosextraktes bei beiden Lagerungstemperaturen bzw. der 
Milchsäurebildner bei 25 °C war statistisch nicht abzusichern und bei den weiteren 
Probenahmen nicht mehr darstellbar. Der Rooibosextrakt hatte keine nachweisbare 
antibakterielle Wirkung auf S. Enteritidis. 
Alle grampositiven Testkeime (Milchsäurebildner, Bacillus spp., Brochothrix spp., 
L. monocytogenes) ließen sich durch die Zugabe des Hopfenextakt statistisch signifikant in 
ihrem Wachstum beeinflussen. Bei den gewählten Temperaturen war durch die 
Extraktzugabe bei den getesteten Milchsäurebildnern und Brochothrix spp. eine starke 
bakteriostatische Wirkung darstellbar, die auch bei den Bacillus spp. bei 25 °C auftrat. Eine 
antibakterielle Aktivität des Hopfens zeigte sich bei L. monocytogenes in einer verlängerten 
lag-Phase und anschließendem bakteriostatischen Effekt bei 10 °C. Der Hopfenextrakt hatte 
keinerlei antibakterielle Wirkung auf die gramnegativen Teststämme P. fluorescens und 
S. Enteritidis. 
Wurde der Extrakt aus Hopfen direkt auf den Käse aufgetragen, war eine signifikante 
Wachstumshemmung von L. monocytogenes festzustellen, während er als Zugabe in der 
Schmierelösung wirkungslos bleibt. Der Extrakt aus fermentierten Rooibos zeigte keinen 
hemmenden Effekt auf L. monocytogenes. Beide Pflanzenextrakte beeinflussten leicht die 
sensorischen Eigenschaften der Käse, die Käsereifung war nicht eingeschränkt. 
Schlussfolgerungen: Mit den Versuchen konnte das Potential der getesteten 
Pflanzenextrakte für ein breites Spektrum auf lebensmittelhygienisch relevante 
Mikroorganismen über einen längeren Lagerungszeitraum und Temperaturen von 10 °C und 
25 °C bewertet werden. Damit liegen jetzt erstmals Erkenntnisse zur Wirkung dieses 
fermentierten Rooibosextraktes und dieses Hopfenextraktes auf Milchsäurebildner, 
Bacillus spp., Brochothrix spp., S. Enteritidis, L. monocytogenes und P. fluorescens in In-
vitro-Versuchen vor. Mit den Challengeversuchen konnte eine antilisterielle Wirkung des 
Hopfenextraktes während der Käsereifung nachgewiesen werden, während sich der 
antilisterielle Effekt des Extraktes aus fermentierten Rooibos nicht auf die Lebensmittelmatrix 
übertragen ließ. 
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Food must be tasty and healthy and have a long shelf life today. At the same time, the 
consumer tends to untreated foods as possible, which were omitted artificial preservatives. 
The aim of the present work was the evaluation whether the plant extracts from fermented 
rooibos (Aspalathus linearis) and hop (Humulus lupulus) had an antimicrobial effect on food-
related microorganisms in In Vitro culture. In the subsequent challenge experiments were 
tested the antimicrobial effects of both plant extracts against Listeria monocytogenes in the 
food matrix using soft cheese (Limburger type). 
Materials and methods: Lactic acid bacteria (Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., 
Leuconostoc carnosum), food spoilage organisms (Bacillus spp., Brochothrix spp., 
Pseudomonas fluorescens) and foodborne pathogens (Listeria monocytogenes, Salmonella 
Enteritidis) were evaluated. The microorganisms were inoculated in nutrient broth to reach an 
initial contamination dose of 2–3 log cfu/ml. 5 mg/ml rooibos extract and 30 µg/ml hop extract 
were added. The growth of bacteria was monitored directly before the addition of the extract, 
as well as on day 1, 7, 14, 21 und 28 after adding over a storage period of 28 days at 
temperatures of 10 °C and 25 °C. For statistical validation, the experiments were repeated 
five times. 
The detectable antimicrobial effect in In vitro experiments of the extracts on 
L. monocytogenes was evaluated in manufactured red smear-ripened cheese over a period 
of 24 days. The surface of the cheeses was contaminated with 2-3 log Listeria/g cheese. 
Initiating with the brine bath the cheeses were daily smeared with a solution containing hop 
(30 µg/ml smear solution or 30 µg/g cheese) or rooibos (0.5 g/100g cheese). During cheese 
ripening the growth of L. monocytogenes was monitored at day 1, 2, 3, 7, 10, 17 und 24 after 
brine bath. Additional the influence on pH, cheese maturation including the organoleptic 
quality was tested. The challenge experiments were repeated 3 x or 5 x and for each 
produced 15 soft cheese. 
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Results: Rooibos extract had a statistically verified antimicrobial activity on 
L. monocytogenes at 10 °C within the first 14 days, at 25 °C no antilisterial effect was shown. 
A sensitivity of the extract against lactic acid bacteria after one week of storage at 10 °C 
persisted to the end of the investigation. The partly detected inhibited growth of food spoilage 
organisms within the first 24 hours at both temperatures and lactic acid bacteria at 25 °C 
respectively was not statistically significant. There was no antibacterial activity on 
S. Enteritidis detectable. 
Hop extract had a statistically verified antimicrobial activity on all grampositive test 
microorganisms (lactic acid bacteria, Bacillus spp., Brochothrix spp., L. monocytogenes). In 
consequence to the addition of the extract there was a high inhibitory activity on lactic acid 
bacteria and Brochothrix spp. on both chosen temperatures, on Bacillus spp. at 25 °C only. 
The antilisterial effect of hop was visible as an extended lag-phase followed by a 
bacteriostatic effect at 10 °C. The hop extract had no any antibacterial effect on the 
gramnegative strains P. fluorescens and S. Enteritidis. 
Hop extract, directly smeared on the surface of the cheese, showed a statistically significant 
antimicrobial activity on L. monocytogenes, whereas the extract as additive in the smear 
solution was ineffective. Rooibos extract had no antilisterial effect. 
Both extracts had a slight impact on the organoleptic quality but the maturation was 
unaffected. 
Conclusions: With the experiments, the potential of tested plant extracts for a wide range of 
food- hygienically relevant microorganisms for a long period of storage and temperature of 
10 °C and 25 °C was evaluated. For the first time effects of this extract of fermented rooibos 
and  this extract of hop on lactic acid bacteria, Bacillus spp., Brochothrix spp., S. Enteritidis, 
L. monocytogenes and P. fluorescens in In Vitro experiments are available. 
While the antilisterielle effect of the hop extract shown under In Vitro conditionen could be 
confirmed in cheese, the inhibiting influence on Listeria of the extract of fermented rooibos 
could not be transferred to the food matrix. 
.
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